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Supporting Information Figure 1  
 
The GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 construct 
a) Schematic illustration of the Tpn1‐87 and GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 constructs. Regions are not drawn to 
scale. Tpn1‐87 consists of the first 87 amino acids of wild‐type tapasin thus including the native 7‐71 
disulfide bond. GrpE is inserted upstream of Tpn1‐87 and there is an FXa cleavage site in between. 
The length, molecular weight (MW) and isoelectric point (pI) are listed to the right. 
b) Amino acid sequence of GrpE‐FXa‐Tpn1‐87. GrpE is black, FXa is underlined and Tpn1‐87 is grey. 
c) DNA sequence of the E.coli codon optimized GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 gene in the pET28a expression 
vector. Same color coding as in the b‐panel. 
d) A comparison of the human, mouse and rat Tpn1‐87 amino acid sequence. The vertical bars 
represent identical amino acids between the sequences. The αTpn1‐87/80 linear epitope is colored 
black. The mouse and rat sequences are identical across the αTpn1‐87/80 epitope and different 
from the human sequence. The GenBank entries are listed below. 
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Detection of GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 using a proximity‐based assay 
The proximity‐based assay is a luminescent oxygen channeling immunoassay, where the proximity 
of a donor and an acceptor bead is measured by light emission. In the illustrated, derived assay, 
the donor bead is equipped with streptavidin (SA) and the acceptor bead with an anti‐Mouse IgG. 
The mouse anti‐tapasin antibody is mixed together with biotinylated GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 in the 
presence of both types of beads. If the mouse anti‐tapasin antibody recognizes GrpE‐FXa‐Tpn1‐87 
the two beads are in close proximity. 
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Mass spectrometry fingerprint analysisa 
 Theoretical Observed 
Position z=1b z=2 z=3 z=1 z=2 z=3 
-194 to -162 3673.7 1837.8 1225.6 - 1838.9 1225.8 
-158 to -145 1527.8 764.9 510.3 1527.9 765.0 - 
-142 to -138 573.3 - - 573.4 - - 
-135 to -129 862.4 432.2 - 862.6 - - 
-126 to -120 847.4 424.7 - 847.6 - - 
-116 to -112 607.3 304.7 - 607.4 - - 
-111 to -98 1643.9 823.0 549.0 1644.1 - - 
-97 to -91 745.4 373.7 - 745.5 - - 
-90 to -74 1818.9 910.4 607.3 1819.0 - - 
-73 to -67 819.4 410.7 - 819.7 - - 
-65 to -26 4217.1 2109.6 1406.7 - - 1407.3 
-25 to -19 780.4 391.2 - 780.5 - - 
-15 to -8 790.4 396.2 - 790.6 - - 
-5 to -1 545.3 - - 545.4 - - 
1 to 16 (C)c 1707.8 854.9 570.3 - - - 
21 to 28 895.6 448.8 299.5 895.8 - - 
29 to 60 3410.7 1706.4 1137.9 - 1706.6 1138.3 
65 to 75 (C) 1155.5 578.8 386.2 - - - 
76 to 84 929.5 465.8 310.8 929.7 - - 
C-Cd 2861.3 1431.7 954.8 1431.3 954.6 - 
a) This table only includes the observed peptide fragments. 
b) Represents the positive charges on the peptide fragments. 
c) Cysteine containing peptide fragment capable of forming a disulfide bond. 
d) Represents the 2 disulfide linked peptide fragments. 
 
